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金 铁 锁 转 录 因 子 ptMYC2 的 克隆 和 生物 信息 学 分 析 : 
aR, KEM, WR RLA, B 丽 ， 钱 子 刚 * 
《云南 中 医学 院 /中 药材 优良 种 苗 繁 育 工程 中 心 ， 云 南 昆明 650500) 
摘 要 : 金 铁 锁 是 “云南 白药 ”等 多 种 中 成 药 的 重要 组 成 ， 其 有 效 成 分 为 三 廿 拒 苷 。JMIC 
类 转录 因子 在 调节 植物 三 莫 类 次 生 代 谢 积累 有 重要 作用 。 该 文 基于 金 铁 锁 转录 组 测序 数据 ， 
克隆 得 到 ptMVC2 转录 因子 的 两 个 全 长 基因 ; 通过 生物 信息 学 软件 对 两 条 转录 因子 的 同 源 性 、 
理化 性 质 、 疏水 性 、 跨 膜 结 构 、 亚 细胞 定位 、 结构 域 、 革 基因 结合 位 点 等 进行 初步 预测 分 析 。 
实验 结果 表明 : 两 条 转录 因子 所 编码 的 蛋白 属于 亲 水 性 蛋白 , 不 存在 跨 膜 区 域 , 均 是 非 分 泌 
蛋白 质 ,并 且 不 存在 信号 肽 ; 两 条 转录 因子 的 亚 细 胞 定位 于 细胞 核 ; 结构 域 分 析 显 示 两 个 基 
因 都 含有 bHLH 家 族 结构 域 ， PLL BE ae PR = A RE HGR, FPS, SE, FPS 等 基 
因 的 启动 子 可 能 存在 与 MYCZ 结合 的 E-box 特异 性 结合 位 点 。 该 实验 将 为 进一步 研究 ptMYC2 
基因 在 金 铁 锁 三 砧 皂苷 合成 代谢 途 的 调控 机 制 黄 定 基 础 。 
关键 词 ， 金 铁 锁 ， 转 录 因 子 ，MT7C2， 三 芷 和 皂苷， 生物 合 成 途径 ， 生 物 信息 学 分 析 
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Abstract: Psammosilene tunicoides is an important com- ponent of various Chinese patent 
medicines such as “Yunnan Baiyao”, and its active ingredient is triterpenoid saponin. MYC2 is an 
important transcription factor, which play an important role in regulating the secondary metabolic 
accumulation of  triterpenoids in plants.In this study, we cloned two transcription factors 


( ptMYC2-1 and ptMYC2-2 ) of Psammosilene tunicoides based on Transcriptome sequencing. 
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Meanwhile, the homology ; physical and chemical parameters, hydrophobicity , transmembrane 
helices , subcellular location, domain , target gene binding site were predicted through 
bioinformatics software. The experimental results showed that the proteins encoded by the two 
transcription factors belonged to the hydrophilic protein and do not exist the transmembrane 
region, both of them were non-secreted proteins, and without signal peptide. The subcellular of 
two transcription factors localizes to the nucleus. Domain analysis revealed that both genes 
contain the bHLH family domain. We predicted that the promoter of these genes ( HMGR, 
FPS, SE and FPS), which involved the triterpenoid saponin synthesis pathway of Psammosilene 
tunicoides, contained the E-box binding domain. This study provided the basis for studying the 
regulatory mechanisms of the ptMYC2 gene in the metabolic pathway of triterpenoid saponins. 


Key words: Psammosilene tunicoides, transcription factor, MYC2, triterpenoid saponin, 
biosynthetic pathway, bioinformatics analysis 

金 铁 锁 CPsammosilene tunicoides) 是 云南 道 地 的 濒危 药 用 植物 ， 是 “云南 白药 ”等 多 
种 中 成 药 的 重要 组 成 。 其 活性 成 分 是 齐 墩 果 烷 型 三 英 皂 武 , 具有 显著 的 镇 痛 和 抗 炎 等 药理 活 
TE (Zhang etal, 2012) 。 由 于 其 显著 的 药理 活性 ， 该 药 药 用 资源 已 开始 荐 乏 。 因 此 ， 揭 示 
相关 转录 因子 在 金 铁 锁 三 莫 皂 音 合 成 途径 的 调控 机 制 ,， 定向 增加 人 金 铁 锁 三 丁 皂 背 的 积累 ， 显 
得 尤为 重要 。 

KHR JA) 是 植物 中 重要 的 植物 激素 (包括 JA 及 其 甲 酯 衍生 物 MeJA) ， 它 是 植物 
响应 生物 或 非 生 物 胁迫 的 重要 信号 转 导 分 子 (Devoto &Turner, 2010) 。 其 通过 在 次 生 代谢 
过 程 中 调节 相关 酶 基因 ， 可 以 合成 次 生 代谢 产物 ， 如 类 黄酮 和 昔 类 化 合 物 ， 从 而 提高 植物 的 
抗 逆 性 。 其 中 MYC2 HGRES-T EA 要 转录 因子 ， 其 可 以 通过 和 
靶 基 因 的 启动 子 结合 ， 调 节 下 游 基 因 的 表达 (Nims etal，2009) 。 当 植物 处 于 正常 状态 下 ， 
植物 体内 的 核 蛋 白 JAZ (Jasmonate-ZIM Domain) 及 一 些 共同 抑制 物 (如 TOPLESS 或 
TPL-related proteins TPLs) 能够 抑制 JA 信号 途径 中 的 转录 因子 ， 使 其 不 能 正常 和 靶 基因 的 
启动 子 结合 ， 从 而 抑制 转录 因子 激活 下 游 基 因 的 表达 〈Chini et al, 2007) 。 相 反 ， 当 植物 
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定 的 生物 活性 , 能 使 JAZ 蛋白 与 Skpl/ Cullinl/ F- box protein COI ( SCF COI) HRIH HE 
复合 体 ， 该 复合 物 被 26 S 蛋白 酶 降解 ， 其 释放 转录 因子 并 调节 下 游 应 激 基 因 的 表达 。 促 进 
次 生 代谢 产物 的 积累 (Thines etal, 2007) 。 目 前 ， 已 有 一 些 关 于 MYC2 转录 因子 调节 植物 
次 生 代谢 产物 合成 的 研究 报道 ， 如 烟草 中 尼古丁 的 合成 需要 NIMYC2 的 参与 ，NtMYC2a 和 


NtMYC2b 可 与 抑制 因子 NAZI ERIZE, 并 调节 茉莉 酸 诱 导 的 尼古丁 生物 合成 的 多 个 


步骤 (Zhang et al, 2012) 。 Hong et al (2012) 发 现 MYC2 通过 直接 结合 到 倍 半 桩 合 酶 TPS27 


和 TPSH 的 启动 子 区 激活 表达 ， 调 节 熙 类 合 酶 基因 表达 和 挥发 性 倍 半 机 的 合成 。 在 长 春花 


H, CrMYC2 (EAHA FF I, 通过 调节 ORCA 基因 表达 进而 调控 一 系列 呀 吹 
类 生物 碱 (TIAs) 合成 酶 基因 的 表达 (Zhang et al, 2011) 。 但 是 对 金 铁 锁 转 录 因 子 的 研究 
尚未 见 有 报道 .目前 课题 组 前 期 已 经 克隆 了 金 铁 锁 齐 墩 果 烷 型 三 向 皂 昔 生物 合成 途径 中 多 个 
关键 酶 基因 , 但 对 这 些 基因 的 对 转录 调控 的 机 制 尚 不 清楚 。 鉴 于 此 ， 本 研究 克隆 了 金 铁 锁 中 
相关 的 ptMYC2 基因 ， 并 进行 了 生物 信息 学 分 析 ， 预 测 可 能 与 克隆 的 psMYC2 相互 作用 的 壮 
基因 。 为 揭示 金 铁 锁 三 熙 皂苷 代谢 途径 的 转录 因子 调控 机 制 黄 定 一 定 的 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 植物 材料 
金 铁 锁 采 集 于 云南 省 丽江 市 ,经 云南 中 医学 院 钱 子 刚 教授 鉴定 为 石竹 科 金 铁 锁 属 植物 金 
铁 锁 Psammosilene tunicoides W. C. Wu et C. Y. Wu. 
1.2 主要 仪器 

高 速 冷冻 离心 机 (eppendorf); 电泳 仪 (BIO 一 RAD 公司 ); DYC 一 33A 微型 电泳 模 


(BIO — RAD 公司 ); 凝 胶 成 像 系统 (BIO-RAD 公司 ); PCR 反应 扩 增 仪 (BIO 一 RAD A 
司 ); 移 液 枪 (eppendorf); 常用 耗材 均 购 自 昆明 鼎 国 生物 技术 有 限 公 司 。 
1.3 主要 试剂 


TaKaRa Minibest Universal RNA Extraction Kit RNA ERORIA (TaKaRa 生产 批号 : 


AK1602) ; TaKaRa PrimeScriptm ls cDNA Synthesis Kit (TaKaRa 生产 批号 : AK4501 ) 反 转 


KAMA; TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA Extracyion Kit Ver 4.0 割 胶 回收 试剂 盒 
(TaKaRa 生产 批号 : AK1901) aKaRa MiniBEST Plasmid Purification Kit Ver 4.0 质粒 提取 
试剂 盒 ，DL2000 DNA Marker (TaKaRa 生产 批号 : A2101A) 等 。 

1.4 方法 

14.1 引物 设计 依据 金 铁 锁 转录 组 中 调控 因子 ptMYC2 的 两 条 基因 序列 (序列 见 附 录 ) 分 
别 设计 一 对 扩 增 引物 ( 表 D 


表 1 引物 序列 


Table 1 Primer sequences 


引物 名 称 引物 序列 
the primer name primer sequence 
ptMYC2-1-F ATGAATACTTGGTCTTCTACAAA 


ptMYC2-1-R TTAAAGATAAGAAAGTATTTGG 


ptMYC2-2-F 


ATGAATTTTTGGTCATCTTCTCA 


ptMYC2-2-R 


TCAGTTTTTCTCCAATTTAGCTT 


1.4.2 金 铁 锁 转录 因子 ptMYC2 的 克隆 采用 


以 该 cDNA 为 模板 ， 利 月 


日 总 RNA 提取 试剂 盒 提取 金 铁 锁 


] Takara 的 PrimeScript™'1 cDNA Synthesis Kit 试剂 盒 将 总 RNA 反 转 得 到 


民 中 总 RNA; 3 


AAA 


第 一 链 CDNA, 


设计 的 引物 进行 两 条 ptMYC2 的 全 长 扩 增 。 


其 中 PCR 体系 如 表 2 
和 表 3。 
表 2 ptMYC2-1 PCR 反应 体系 
Table 2 ptMYC2-1 PCR reaction system 
试剂 使 用 量 
Components Volume(uL) 

cDNA 2 

ptMYC2-1-F 1 

ptMYC2-1-R 1 

ddH2O 8.5 

Primer max permix 12.5 

total 25 

X3  ptMYC2-2 PCR 反应 体系 

Table 3 ptMYC2-2 PCR reaction system 
试剂 使 用 量 
Components Volume(uL) 
cDNA 2 
ptMYC2-2-F 1 
ptMYC2-2-R 1 
ddH2O 8.5 
Primer max permix 12.5 
total 25 
Aa BUR, MERI ptMYC2-1 的 体系 : 98 °C. 1 min, 98°C. 10s, 48°C. 15s, 
72°C. 45s $ 


32 个 循环 ; 72°C 10 min, 4 °C 终止 。 ptMYC2-2 的 体系 : 98 °C. 


1 min, 98 °C, 


10s, 55°C. 15s, 72°C. 45s 共 32 个 循环 ; 72°C 10 min, 4°CH1E. PCR 产物 | 


脂 糖 凝 胶 电 瀛 后 ， 使 


试剂 使 (TaKaRa) € 


] 1. O% ER 
j 胶 回收 并 纯化 ， 经 过 测序 得 到 序列 信息 。 


1.4.3 金 铁 锁 转 录 因 子 ptMYC2 B T 克隆 载体 构建 将 纯化 后 的 产物 与 1 uL PMD™ 18 -T 


vector cloning Kit 构建 10 uL 连接 体系 ， 连 接 后 转化 至 酵母 感受 态 


培养 基 


| 胞 中 ， 涂 布 于 LB 固体 


CARB SEATUE) Lb. 37 °C 温 育 培养 后 挑 单 克隆 过 夜 培养 使 用 质粒 提取 试剂 


盒 按说 明 提 取 质 粒 ， 进 行 PCR 验证 后 进行 测序 。 


1.4.4 金 铁 锁 转 录 因 子 ptMYC2 的 生物 信 
基因 进行 生物 信息 学 分 


序 进行 序列 同 源 性 比 对 ; 使 用 ORF Finder Chttps: Wwww.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder ) 寻找 其 


air 对 金 铁 锁 的 转录 调控 因子 ptMYC2 的 两 个 


析 。 在 NCBI(https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/) 网 站 上 通过 BLAST fé 


开放 阅读 框 ， 通 过 ProtParam Chttps://web.expasy.org/protparam/) 预测 蛋白 质 的 理化 性 质 。 


//www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) 网 站 预测 蛋白 


C http: 


TargetP 1.1 Server(http: //www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) 和 Cell-PLoc 2 . 


/www. csbio. 


sjtu. 


/Iwww.cbs.dtu.dk/services/SignalP-3.0/) Hk 45 38 3 


edu. 


cn/bioinf/Cell-PLoc-2/) AMIZE E45 B] NE. 2 


用 ProtScale(https: //web.expasy.org/protscale/) 软 件 进行 琉 水 性 分 析 ; 在 TMHMMf(http: 


的 跨 膜 区 域 ， 运用 在 线 工 具 
行 蛋白 质 信 号 肽 预测 分 析 ， 通 过 


SignalP3.0 


O(http: / 
| 胞 定位 情况 ， 使 用 


SMART http://smart.embl-heidelberg.de/) 软件 对 ptMYC2-1 和 ptMYC2-2 的 保守 结构 域 进 


行 预测 ;应 用 在 线 软 件 CFSSP Chttp: //www.biogem.org/tool/chou-fasman/index.php) 对 和 蛋白质 


的 二 级 结构 进行 预测 。 通 过 SWISS 一 MODEL https: //swissmodel.expasy.org/interactive) 进 
MEGA 5. 0 软件 构建 系统 进化 树 ; E NCBI 中 使 用 
基因 的 相似 性 , 参照 最 高 相似 物种 的 序列 搜索 该 序列 的 基因 组 序列 , 并 下 载 目标 基因 上 游 
2 000 bp 的 区 域 作为 该 目标 基 


标 


P2 


行 三 级 结构 预测 ， 应 用 


Blast 来 搜索 目 


互 作 的 部 基因 及 结合 信息 位 点 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 金 铁 锁 转 录 因 子 ptMYC2 的 克隆 


提取 金 铁 锁 根 的 总 RNA 进行 1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 得 到 的 RNA 条 带 清晰 ， 表 明 


提出 金 铁 锁 RNA。 
序 验证 。 


2.2 金 铁 锁 转 录 因 子 基因 的 生物 信息 学 分 析 


2.2.1 金 铁 锁 转录 因子 


因 的 启动 子 序列 , 采 


| JASPAR2016 server 预测 可 能 与 ptMYC2 


将 RNA 反 转 为 cDNA，PCR 扩 增 后 经 过 1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 并 测 


将 全 长 构建 入 工 克 隆 载体 ， 测 序 后 结果 表明 扩 增 序列 与 转录 组 序列 基本 一 致 。 


基因 同 源 性 分 析 通过 NCBI Blast 进行 同 源 性 分 析 ， 由 结果 可 知 ， 两 
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个 转录 因子 ptMYC2 与 其 它 植物 的 MYC2 转录 因子 具有 同 源 性 , 根据 结果 推测 扩 增 出 金 铁 锁 
ptMYC2-1 和 ptMYC2-2 基因 。 

2.2.2 金 铁 锁 转 录 因 子 基 因 编 码 蛋 白质 理化 性 质 分 析 ptMYC2-1 转录 因子 的 蛋白 理化 性 质 由 
Protparam 在 线 工 具 预 测 后 ， 分 析 结 果 显 示 : ptMYC2-1 转录 因子 开放 阅读 框 1713 bp， 编 码 
T 570 个 氨基 酸 ; 预测 分 子 式 为 Cyy79H4407N787O8gsSw3; 分 子 量 为 6 374.68; 理论 等 电 点 为 6.06; 
在 组 成 的 氨基 酸 当中 ， 丝 氨 酸 (Ser) 占 比 达 11.4%， 相 对 较 高 ， 不 稳定 参数 为 47.66， 推 测 
ptMYC2-1 蛋白 为 不 稳定 蛋白 。 脂肪 族 指数 为 76.91。 使 用 相同 的 方法 来 预测 ptMYC2-2 转 
录 因 子 的 理化 性 质 ，ptMYC2-2 的 开放 阅读 框 长 度 为 1 902 bp， 转 录 因 子 编码 663 个 氨基 酸 ; 
推测 蛋白 质 分 子 式 为 CaoisHazesNsesOon Sao: 分 子 量 为 69 330.42; 理论 等 电 点 为 5.33: 在 组 
成 的 氨基 酸 当中 , 也 是 丝氨酸 (Ser) 占 比 最 高 ,达到 10.696; 不 稳定 参数 为 52.4, 推测 PPM7C2-2 
的 蛋白 为 不 稳定 的 蛋白 ， 脂 肪 指数 为 70.88。 

2.2.3 金 铁 锁 转 录 因 子 基 因 编 码 蛋白 质 的 疏水 性 分 析 采用 ProtScale 对 金 铁 锁 转录 因子 
ptMYC2-1 和 ptMYC2-2 的 氨基 酸 序列 的 疏水 性 / 亲 水 性 进行 分 析 , 从 结果 可 知 ( 图 1 和 图 2)， 
大 约 再 379 bp 左右 位 置 ptMYC2-1 蛋白 有 一 个 典型 的 亲 水 性 区 域 ， 大 约 再 89 bp 左右 位 置 


ptMYC2-2 蛋白 有 一 个 典型 的 亲 水 性 区 域 。 


UD 


ProtScale output for user_sequence 
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Score 


0 100 200 300 400 500 
Position 


图 1 ptMYC2-1 RAMs Rite a A 


Fig. 1 Hydrophobicity analysis of ptMYC2-/ protein 
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图 2 ptMYC2-2 EÁ SR BK TE APT ES 


Fig. 2 Hydrophobicity analysis of ptMYC2-2 protein 
2.2.4 金 铁 锁 转 录 因 子 基因 编码 重 白 质 的 跨 膜 区 分 析 通过 TMHMM2.0 对 两 个 转录 因子 进行 


膜 


FER 


A. 


2.2.5 E VA Be oe Al T d Al nS E AA fe SKS NI 


蛋白 跨 膜 结构 分 析 ， 预测 结果 显示 ， 这 两 个 基 
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办 编码 的 蛋白 均 不 存在 跨 膜 区 域 ,都 不 属于 跨 


细胞 定位 预测 分 析 ptMYC2-1 和 


ptMYC2-2 使 用 SignalP 3. 0 软件 进行 信号 肽 预测 ， 从 神经 网 络 模型 分 机 ， 可 以 判断 两 种 蛋 


白质 都 没有 信号 肽 。 隐 马尔 福 模 型 进一步 证 实 ， 金 铁 锁 ptMYC2-1 和 ptMYC2-2 编码 的 蛋白 


质 均 是 非 分 泌 蛋 白质 ,并 且 不 存在 信号 肽 。 晶 


ptMYC2-1 和 ptMYC2-2 编码 的 蛋白 


的 定位 情况 ， 结 果 显 示 都 定位 在 3 


Cell-PLoc 2. 0 进行 具体 定位 分 析 ， 两 个 因子 均 定 位 在 细胞 核 。 
2.2.6 金 铁 锁 转录 因子 基因 结构 域 分 析 使 用 SMART 软件 对 ptMYC2-1 和 ptMYC2-2 的 保 


守 结 构 域 进行 预测 ,结果 得 知 ,ptMYC2-7 从 39 到 218 位 置 之 间 存在 一 个 高 度 保守 的 结构 功 


在 线 细胞 定位 分 析 工 具 TargetP1.1 服务 器 分 析 


其 他 细胞 器 ， 再 由 


能 域 bHLH( 图 3). ptMYC2-2 从 28 到 208 位 置 之 间 存在 一 个 高 度 保守 的 结构 功能 域 bHLH 


(图 4) 。 即 bHLH 家 族 成 员 共 有 的 典型 结构 域 。 
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bHLH-MYC N domain 


This is a Pfam domain. Please see the bHLH-MYC N entry in Pfam for 
full annotation. 

Position: 39 to 218 

E-value: 2.3e-48 (HMMER3) 


图 3 ptMYC2-1 结构 域 预测 


Fig.3 ptMYC2-1 domain prediction 


bHLH-MYC N domain 
This is a Pfam domain. Please see the bHLH-MYC_N entry in Pfam for 
full annotation. 


Position: 28 to 208 
E-value: 4.1e-51 (HMMER3) 


图 4 ptMYC2-2 结构 域 预测 


Fig. 4 ptMYC2-2 domain prediction 
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2.2.7 金 铁 锁 转 录 因 子 基因 编码 蛋白质 的 二 级 结构 及 三 级 结构 预测 通过 二 级 结构 在 线 预 测 
软件 CFSSP 对 ptMYC2-1 和 ptMYC2-2 分 别 进行 分 析 ， 结 果 如 下 图 所 示 ，ptMYC2-7 编码 蛋 
白 二 级 结构 中 ，o- 螺 旋 CHO 占 70%, p dr CE) 占 57.2%, 转角 (T) 占 14.0%。ptMYC2-2 
编码 蛋白 二 级 结构 中 ，a- 螺 旋 (H) ih 65.9%，B 折 又 CE) 451.3%, 转角 (T) 占 14.4%。 
两 个 基因 编码 的 蛋白 质 的 二 级 结构 均 是 混合 型 。 以 拟 南 芥 AtMYC2 蛋白 (登录 号 
NM-102998.3) 为 参 比 模版 , 利用 SWISS 一 MODEL 对 ptMYC2- 1 和 ptMYC2-2 的 蛋白 质 三 
维 立 体 结 构 进 行 预测 。 结 果 如 下 图 所 示 CAS. Bl6 和 图 7) ， 金 铁 锁 ptMYC2 蛋白 的 bHLH 
区 域 与 拟 南 芥 AtMYC2 蛋白 的 bHLH 区 域 结构 结构 相似 。 相 同 bHLH 和 不 同 bHLH 转录 因 


子 的 or 螺旋 之 间 可 以 相互 作用 ， 形 成 同 源 或 异 源 二 聚 体 从 而 与 靶 基 
合 ， 发 挥 转录 调控 作用 。 


因 局 动 子 的 不 同 部 位 结 
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图 5 ptMYC2-1 三 级 结构 预测 


Fig. 5 ptMYC2-1 tertiary structure prediction 


K 


6 ptMYC2-2 三 级 结构 预测 


Fig. 6 ptMYC2-2 tertiary structure prediction 


7 AtMYC2-2 三 级 结构 


Fig. 7 AtMYC2-2 tertiary structure prediction 


2.2.8 金 铁 锁 转 录 


因子 基 


因 系统 进化 树 的 构建 将 金 铁 锁 ptMYC2-1 Fil prMYC2-2 与 GenBank 


数据 库 中 多 种 植物 的 转录 因子 进行 比 对 分 析 后 ， 选 取 相 似 性 高 的 植物 的 MYC2 转录 因子 ， 
利用 MEGA 5. 0 中 的 Neighbor-Joining 方法 ， 构 建 系统 进化 树 。 结 果 表 明 ptMYC2-1 5E 
麦 的 MYC2 亲缘 关系 接近 (图 8) . ptMYC2-2 tU. EH) MYC 亲缘 关系 接近 (图 9) 。 


HF AES T RE, 金 铁 锁 属 于 石竹 科 , 蔡 科 与 石竹 科 均 属于 较 原 始 的 类 群 , 亲缘 关系 较 近 ， 


所 以 本 实验 克隆 得 到 的 金 铁 锁 ptMYC2 5; SER) cgMYC2 聚 为 一 类 。 
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XP 015085364.1 Solanum pennellii 

NP 0013114 12.1 Solanum lycopersicum 
XP 006352856.1 Solanum tuberosum 
PHT58286.1 Capsicum baccatum 

XP 016573059.1 Capsicum annuum 
PHU28649.1 Capsicum chinense 

XP 009609942. 1 Nicotiana tomentosiformis 
NP 001313001.1 Nicotiana tabacum 

XP 009780487.1 Nicotiana sylvestris 
XP 019223753.1 Nicotiana attenuata 
XP 019156577.1 Ipomoea nil 
ptMYC2-1 

XP 021768190.1 Chenopodium quinoa 
ANB66341.1 Camelia sinensis 


AVA18027.1 Euphorbia lathyris 


A1O09733.1 Salvia miltiorrhiza 
8 ptMYC2-1 蛋白 与 其 他 植物 MYC2 蛋白 的 系统 发 育 分 析 
Fig. 8 Phylogenetic relationships analysis of ptMYC2-1 protein of 


Psammosilene tunicoides 


100 XP 006352856.1 Solanum tuberosum 
~ PHT58286.1 Capsicum baccatum 
44 NP 001311866.1 Nicotiana tabacum 
ptMYC2-2 
53 
100 XP 021765652.1 Chenopodium quinoa 


XP 010275210.1 Nelumbo nucifera 
100 XP 010273162.1 Nelumbo nucffera 
XP 017430845.1 Vigna angularis 
XP 022995231.1 Cucurbita maxima 
100 XP 022930993.1 Cucurbita moschata 
XP 0022802532 Vitis vinifera 
XP 002519814.1 Ricinus communis 
XP 021598682.1 Manihot esculenta 
100 XP 021661068.1 Hevea brasiliensis 
XP 015896923.1 Ziziphus jujuba 
99 XP 023900599.1 Quercus suber 
ET XP 018811463.1 Juglans regia 
p XP 022757317.1 Durio zibethinus 
XP 022737560.1 Durio zibethinus 
75 XP 017973469.1 Theobroma cacao 


9 ptMYC2-2 蛋白 与 其 他 植物 MYC2 蛋白 的 系统 发 育 分 析 
Fig. 9 Phylogenetic relationships analysis of ptMYC2-2 protein of 
Psammosilene tunicoides 
2.2.9 ”转录 因子 与 靶 基 因 结 合 位 点 信息 分 析 MYC 类 转录 因子 对 目的 基因 的 调控 ， 是 通过 
与 目的 基因 启动 子 的 E-box 特异 性 结合 域 的 结合 实现 的 。 由 于 金 铁 锁 还 未 进行 过 全 基因 组 测 


序 , 本 实验 通过 Blast KR eR per A ste ERIS EEE 


因 HMGR .SE .FPS \B-AS 


分 别 进行 相似 性 搜索 ， 其 中 ， 金 铁 锁 HMGR 的 基因 序列 与 胡杨 CPopulus euphratica ) 的 相 


似 性 最 高 ，SEI 与 甜菜 (Beta vulgaris subsp. 2》 的 相似 性 最 高 ，SE2、FPS、B -AS 的 序列 与 


283% (Chenopodium quinoa 2 的 相似 性 最 高 ， 分 别 下 载 相 似 性 最 高 物种 基因 上 游 2 000 bp 
的 区 域 作为 该 基因 的 启动 子 序列 (启动 子 序列 见 附 录 ) ， 分 析 预 测 可 能 与 ptMYC2 FERRE 


基因 及 结合 信息 位 点 。 结 果 如 表 4 所 示 。 


X4 RAT SHEA AG br rs BU 


NS 


Table 4 Prediction of binding sites of transcription factors and target genes 


转录 因子 REED] 结合 位 点 ( 正 链 ) 
Transcription Target gene Binding site 
factor (Positive chain) 


3- 羟基 -3- 甲 基 戊 二 酰 辅酶 A 还 原 


酶 CHMGR) 


ptMYC2 3 -hydroxy-3 -methylglutaryl CACATG 
CoA-coenzyme A (HMGR) 


ptMYC2 Heli SUG (SE) CACATG 


Squalene epoxidas 
ptMYC2 B- 香 树 素 合 酶 CB-AS) CACATG 


B-amyrin synthase 


法 尼 基 焦 磷酸 合 酶 FPS) 


ptMYC2 Farnesyl pyrophasphate synthase CACGTG 


3 讨论 


起 点 终点 


starting Ending 


point point 
1494 1499 
1463 1468 
1747 1752 
1747 1752 


金 铁 锁 是 西南 地 区 的 珍稀 濒危 药材 , 为 多 种 著名 中 成 药 的 重要 组 成 , 其 有 效 成 分 为 五 环 


三 疝气 苷 。 由 于 其 显著 的 药理 活性 ， 金 铁 锁 资源 遭 到 大 量 的 挖掘 破坏 ， 已 处 于 濒危 状态 ， 目 


前 已 被 IUCN 收录 为 濒危 种 。MYC 类 转录 因子 是 植物 茉莉 酸 类 激素 响应 途径 中 的 核心 转录 
因子 ， 近 年 来 ,在 烟草 (Zhang etal，2012) 、 拟 南 芥 (Hong etal，2012) 、 长 春花 (Hedhili 
et al, 20100 、 红 豆 杉 〈Lenka et al, 2015) 等 植物 中 克隆 得 到 的 MYC2 转录 因子 ， 研 究 发 
现 其 都 参与 调节 了 次 生 代谢 产物 的 合成 。 在 发 现 的 众多 MYCs 转录 因子 中 ，MYC2 是 研究 较 
多 的 一 类 转录 因子 。 鉴 于 此 ， 本 实验 开展 对 金 铁 锁 转录 因子 ptMYC2 的 研究 ， 以 期 能 够 获得 
参与 金 铁 锁 有 效 成 分 调控 的 ptMYC2 转录 因子 , 为 后 期 完成 金 铁 锁 有 效 成 分 的 定向 积累 更 定 
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基础 。 


实验 克隆 得 到 两 条 具有 完整 开放 阅读 框 ORF 的 ptMYC2 转录 因子 ，ptMYC2-1 与 


ptMYC2-2 的 ORF 长 度 分 别 为 1713 bp 和 1 902 bp， 分 别 编码 570 个 和 633 个 氨基 酸 残 基 ， 


分 子 量 为 63.75 KD 和 69.33 KD. 通过 SMART 软件 分 析 ，ptMYC2-1 与 ptMYC2-2 都 存在 
一 个 高 度 保守 的 结构 功能 域 bHLH， 具 有 bHLH 家 族 成 员 共 有 的 典型 结构 域 。 三 级 结构 预测 
图 可 以 看 出 ,实验 获得 的 两 条 ptMYC2 基因 与 拟 南 草 的 AtMYC2 有 相似 的 三 级 结构 ， 都 具有 
bHLH 家 族 共有 的 a 螺旋 1- 环 -a 螺旋 2( helix- loop- helix) 保 守 结 构 域 ， 该 helix- loop- helix 
结构 可 以 与 靶 基 因 启 动 子 相 结合 ， 从 而 发 挥 对 基因 的 调控 作用 (Stevens et al, 2010) 。 同 时 ， 
实验 将 该 两 条 序列 与 其 他 和 氨基酸 序列 进行 BlastX 同 源 比 对 发 现 ， 本 实验 克隆 得 到 的 两 条 
MYC 编码 的 蛋白 与 烟草 《Nicotiana tabacum) 的 NIMYC2 编码 蛋白 同 源 性 达到 50% 以 上 ， 
烟草 中 该 转录 因子 主要 是 参与 调控 了 烟草 中 尼古丁 的 生物 合成 (Zhang et al, 2012) , WHE 
测 该 两 条 ptMYC2 转录 因子 也 可 能 与 金 铁 锁 次 生 代 谢 产物 的 调控 有 关 。 

MYC2 转录 因子 主要 是 通过 与 目的 基因 DNA 的 结合 来 调控 基因 的 表达 。 而 这 些 与 目的 
基因 的 特异 性 结合 区 域 ， 一 般 都 存在 于 目的 基因 的 启动 子 上 〈 沈 乾 等 ，2012) 。 因 此 ， 预 测 
MYC2 启动 子 与 靶 基 因 的 特异 性 结合 区 域 是 研究 转录 因子 调控 的 前 提 。 研究 表明 bHLH 蛋白 


可 分 为 A，B，C，D，E 和 F， 这 取决 于 bHLH 的 基本 DNA 结合 模式 。B 类 bHLH 可 与 具 


有 5'- CACGTG-3' 特 征 的 E- box 结合 ， 其 中 包括 MYC 家 族 (Ledent &Vervoort, 2001) 。 
因此 ,本 实验 以 E-box 作为 结合 片段 , 选取 课题 组 前 期 研究 三 熙 皂苷 合成 途径 中 的 几 个 关键 
基因 作为 对 基因 ， 通 过 Blast 软件 对 这 些 关键 酶 基因 进行 相似 性 搜索 ， 以 搜索 到 的 相似 性 
最 高 的 物种 为 参考 ， 选取 参 考 基 因 上 游 2 000 bp 作为 启动 子 ， 分 析 与 pzMYC2 靶 基 因 的 结合 
音 息 位 点 。 预 测 结果 显示 ， 金 铁 锁 三 莫 和 皂苷 合 成 途径 中 的 3- 羟基 -3- 甲 基 戊 二 酰 辅酶 A 还 
原 酶 CHMGR) ， 效 燃 环 氧 酶 (SE)， 法 尼 基 焦 盔 酸 合成 酶 (FPS)，B- 香 树 素 合 酶 (f-AS) 等 
基因 都 有 可 能 启动 子 中 具有 E-box 的 特异 结合 位 点 ，ptMYC2 转录 因子 有 可 能 与 这 些 基 因 互 
作 从 而 对 其 进行 调控 。 沈 乾 等 〈 沈 乾 等 ，2016) AEM MYC 类 转录 因子 的 研究 中 发 现 ， 
转录 因子 AaMYC2 能 与 青 芒 素 生物 合成 途径 中 的 PASO 基因 CYP7IAVI 和 DBR2 基因 的 启动 
子 结合 ， 进 而 参与 调控 青 芒 素 的 生物 合成 过 程 。 本 实验 通过 对 ptMYC2 与 靶 基 因 结 合 位 点 的 
预测 分 析 ， 为 后 续 开展 的 实验 提供 了 丰富 的 基因 资源 。 

综 上 所 述 ， 本 实验 克隆 得 到 了 两 条 ptMYC2 转录 因子 ， 并 对 其 进行 生物 信息 学 分 析 ， 为 
后 期 即将 开展 的 酵母 双 杂 等 验证 该 两 条 转录 因子 功能 的 实验 提供 了 科学 依据 。 
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